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RESUMO 
 
A desnutrição ainda acomete milhares de pessoas em todo mundo e sabe-se que a má nutrição 
nas fases inicias da vida leva a alterações no metabolismo glicêmico na vida adulta, como 
alterações na função das células beta pancreáticas, o que pode predispor o indivíduo ao 
desenvolvimento do Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2). Diante diso, o objetivo deste estudo foi 
avaliar os efeitos da desnutrição in vitro na função e viabilidade de células beta pancreáticas. 
Para isso, foi utilizada uma linhagem de células produtoras de insulina (INS1-E) provenientes 
de rato, expostas ao meio de cultura controle (100% de aminoácidos) ou restrição de 
aminoácidos (25% de aminoácidos) por 48 horas na tentativa de mimetizar in vitro os efeitos 
encontrados em modelos prévios de desnutrição. Foi observado que células submetidas à 
restrição de aminoácidos (grupo restrito) apresentaram diminuição na expressão gênica e 
secreção de insulina, além de redução nas proteínas relacionadas com a extrusão do grânulo de 
insulina (SNAP-25) e com o metabolismo de glicose (PKC) e aumento na expressão de 
marcadores de estresse de retículo endoplasmático (p-eIF2α, ATF4, XBP1) e da pAkt. Ainda, 
tanto a densidade mitocondrial, como o potencial de membrana mitocondrial foram menores no 
grupo restrito, assim como a expressão proteica dos complexos I e IV da cadeia transportadora 
de elétrons. Além disso, foi analisado o estado redox das células após o término do tratamento 
de restrição, observando-se menor produção de superóxido e peróxido de hidrogênio, 
acompanhado pelo aumento na expressão proteica das enzimas antioxidantes superóxido 
dismutase 1 e 2. Adicionalmente, foi caracterizado aumento na razão Bax/Bcl-xL e dimuição 
no conteúdo proteico da Hsp70, contudo, sem alteração na taxa de apoptose celular. Ao 
investigar se a sobrevivência celular era dependente do aumento da pAkt observou-se que, 
embora o grupo restrito tenha apresentado maior taxa de apoptose após inibição da via 
PI3K/Akt com Wortmannin, esse aumento não foi devido, exclusivamente, ao aumento da 
produção de espécies reativas de oxigênio. Diante desses resultados, observamos que o grupo 
restrito apresenta diversas alterações funcionais e moleculares que não estão, a princípio, 
levando a morte celular. Contudo, a inibição da via PI3K/Akt aumentou a taxa apoptose e a 
produção de superóxido, indicando uma possível participação dessa via na sobrevivência das 
células que passaram pela restrição de aminoácidos. 
 
  
  
ABSTRACT 
 
Malnutrition still affects thousands of people worldwide, and it’s known that nutrition in the 
early stages of life leads to changes in the glycemic metabolism of adulthood, such as changes 
in pancreatic beta cells function, which may predispose the development of type 2 Diabetes 
Mellitus. Therefore, this study aimed to evaluate the effects of in vitro malnutrition on the 
function and viability of pancreatic beta cells. For this, a rat pancreatic beta cell line (INS1-E) 
was used, it was maintained in control culture medium (100% amino acids) or in restriction 
medium (25% amino acids) for 48 hours in an attempt to mimic in vitro effects found in 
previous models of malnutrition. It was observed that cells subjected to amino acid restriction 
(restricted group) presented a reduction in insulin gene expression and insulin secretion, besides 
there were also reduced expression of proteins related to insulin granules extrusion (SNAP-25) 
and glucose metabolism (PKC) and increased expression of reticulum stress markers (p-eIF2α, 
ATF4, XBP1) and pAkt. Also, both mitochondrial density and membrane potential of the 
mitochondria were lower in the restricted group, as well as the protein content of complexes I 
and IV of the electron transport chain. Moreover, the redox balance of the cells was analyzed 
after the restriction treatment and showed a reduction in the superoxide and hydrogen peroxide 
production, accompanied by an increase in protein expression of antioxidant enzymes 
superoxide dismutase 1 and 2. It was observed an increase in the Bax/Bcl-xL ratio and reduction 
in the protein content of Hsp70, but no changes in cell apoptosis rate. When investigating 
whether cell survival was dependent on the increase of pAkt protein expression, we observed 
that, although the restricted group showed higher rates of apoptosis after inhibition of PI3K/Akt 
pathway with Wortmannin, this increase was not due exclusively to the increase in the 
production of reactive oxygen species. Given these results, we observed that, although the 
restricted group presents several functional and molecular changes, they are not, in principle, 
leading to cell death. However, the inhibition of the PI3K/Akt pathway increased the apoptosis 
rate and the production of superoxide, indicating possible participation of this pathway in the 
survival of cells that went through the amino acids restriction. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 Desnutrição 
 
Segundo o Ministério da Saúde (2005), a desnutrição pode ser definida como uma 
doença de natureza clínico-social multifatorial decorrente da deficiência de um ou mais 
nutrientes. O marasmo e o Kwashiorkor são duas formas comuns de desnutrição e ambas 
diferem em relação ao equilíbrio de energia de fontes proteicas e não proteicas. No marasmo, 
forma clínica de desnutrição frequente na maioria dos países em desenvolvimento, que ocorre 
principalmente em indivíduos com idade inferior a 18 meses, não há ingestão adequada de 
alimentos, sobretudo energia suficiente para cobrir as necessidades metabólicas e de 
crescimento normal, levando à perda de peso e depleção de músculos e gordura. Já o 
Kwashiorkor é causado por uma dieta com predominante deficiência de proteínas, porém sem 
redução na quantidade de energia ingerida, fazendo com que haja extravasamento de líquidos e 
de proteínas intravasculares, resultando em edema periférico, além de lesões de pele, perda de 
cabelos, retardo no crescimento, hepatomegalia, alterações mentais e de humor (MONTE, 
2000; MORLEY, 2016). 
Embora esteja presente em países desenvolvidos, a desnutrição é mais prevalente em 
países em desenvolvimento, que sofrem com a má nutrição severa, sendo esse um grave 
problema de saúde pública, contribuindo com o aumento da taxa de mortalidade, prejudicando 
o desenvolvimento intelectual, reduzindo a capacidade de trabalho e aumentando o risco de 
desenvolvimento de doenças crônicas não transmissíveis (DCNTs) na vida adulta (WHO, 
2013). De acordo com o panorama de segurança alimentar e nutrição de 2018, o número de 
pessoas desnutridas no mundo vem aumentando desde 2014, atingindo quase 821 milhões de 
pessoas em 2017. Em 2016, cerca de 155 milhões de crianças menores de 5 anos apresentavam 
baixa estatura e aproximadamente 45% das mortes de crianças nessa faixa etária estão 
associadas à desnutrição (WHO, 2018). No Brasil, de acordo com a Pesquisa de Orçamentos 
Familiares (POF) divulgada em 2010 pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística 
(IBGE), o número de pessoas desnutridas reduziu em todas as faixas etárias, persistindo, no 
entanto, entre as crianças do Norte ou em famílias com rendimentos mais baixos, sendo que, de 
1974-75 para 2008-09 (data em que ocorreu a pesquisa), a prevalência de déficit de altura em 
crianças de 5 a 9 anos de idade diminuiu de 29,3% para 7,2%, no sexo masculino, e de 26,7% 
para 6,3%, no sexo feminino.  
 Diversos estudos apontam que o baixo peso ao nascer é um fator altamente relevante 
12 
 
relacionado à mortalidade neonatal, pós-neonatal e infantil. Além de ser uma consequência da 
desnutrição intrauterina e/ou desnutrição após o nascimento é considerado um fator de risco 
para o desenvolvimento de patologias na vida adulta, como obesidade, Diabetes Mellitus tipo 2 
(DM2), hipertensão arterial, doença arterial coronariana, dislipidemia, entre outras (SAWAYA, 
2006; SKOGEN; OVERLAND, 2012; BRENSEKE et al., 2013; PEDRAZA; MENEZES, 
2014). Estudos epidemiológicos, como o da fome Holandesa (1944-1945) e da fome Chinesa 
(1958-1962), demonstraram uma forte associação entre a restrição alimentar no período pré-
natal e o desenvolvimento de problemas de saúde como obesidade e DM2 na idade adulta 
(RAVELLI et al., 1998; FRANCIS, 2015).  
 Assim, a desnutrição provoca repercussões em diferentes fases da vida, no qual um 
estímulo ou insulto em um período crítico durante o crescimento e o desenvolvimento da 
criança tem efeitos permanentes sobre a fisiologia e o metabolismo, podendo levar ao 
aparecimento de doenças na idade adulta, as quais podem ser consequências de um fenômeno 
conhecido como programação metabólica (LEJARRAGA, 2019). 
 
1.2 Programação metabólica 
 
De acordo com a Teoria de Barker (1990), alterações hormonais, nutricionais ou 
ambientais durante períodos críticos de desenvolvimento como a gestação e a lactação podem 
resultar em alterações das funções básicas do corpo humano na infância e predispor ao 
surgimento de doenças crônicas na fase adulta (BARKER et al., 1990). Dentro deste contexto, 
estudos demonstram que a restrição de nutrientes durante o período gestacional ou um ambiente 
intrauterino adverso leva à reprogramação endócrino-metabólica no feto que pode ser, a curto 
prazo, benéfica para sobrevivência. Por outro lado, a limitação de nutrientes durante o período 
pré-natal seguida de subsequente abundância de nutrientes na vida extrauterina, assim como 
alterações hormonais ou ambientais durante as fases críticas de desenvolvimento como a 
gestação, lactação, primeira infância e adolescência, acarretam  em adaptações metabólicas e/ou 
estruturais que podem aumentar o risco de desenvolvimento de doenças na idade adulta, o que 
está de acordo com o conceito de plasticidade do desenvolvimento, reforçando a capacidade de 
um único genótipo originar diferentes fenótipos em resposta a algum insulto durante a fase 
inicial da vida (GODFREY; BARKER, 2000; DE BOO; HARDING, 2006; GLUCKMAN; 
HANSON, 2007; SILVA et al., 2015). 
 O sobrepeso, em 2016, atingia cerca de 1,9 bilhões de adultos no mundo e mais de 650 
milhões eram obesos (WHO, 2018). No Brasil, o percentual de adultos obesos foi de 18,9% da 
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população, já o sobrepeso atinge mais da metade da população (54%), segundo os dados da 
Pesquisa de Vigilância de Fatores de Risco e Proteção de Doenças Crônicas por Inquérito 
Telefônico (Vigitel) realizada em 2017 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2017). Desta forma, 
acredita-se que parte dos adultos obesos/sobrepeso atualmente possa ter passado por prejuízo 
nutricional durante seu desenvolvimento. 
 Mecanismos epigenéticos, como a ligação de substâncias às bases do DNA (radicais 
metil – metilação, radicais acetil – acetilação, combinação de bases ou histonas com a ubiquitina 
– ubiquitinação, e radicais fosfato – fosforilação), além de alterações na estrutura das histonas 
(SMITH; RYCKMAN, 2015; LEJARRAGA, 2019) foram relacionados a alterações no 
metabolismo associadas a insultos nutricionais. Isso pode acarretar em anormalidades na função 
endotelial, que predispõe à hipertensão arterial, além de levar à redução da massa de células 
beta pancreáticas e à redução da capacidade secretora do pâncreas, predispondo ao 
desenvolvimento de obesidade, resistência à insulina, síndrome metabólica e DM2 na idade 
adulta (KANAKA-GANTENBEIN, 2010; BRENSEKE et al., 2013; SILVA et al., 2015).  
 As expectativas com relação ao DM2 são alarmantes. Segundo a International Diabetes 
Federation (IDF, 2019), o número de diabéticos irá aumentar em aproximadamente 34% até 
2045 no mundo todo, atingindo 700 milhões de pessoas entre 20 e 79 anos. Interessantemente, 
regiões com aumento mais marcante previsto para 2045 são regiões que também apresentam 
maior prevalência de desnutrição, como por exemplo o sul da África (aumento de 143%), norte 
da África e Oriente médio (aumento de 96%) e o sudeste da Ásia (aumento de 42%), o que 
fortalece ainda mais o conceito de que a programação metabólica está associado as origens 
desenvolvimentistas da saúde e da doença (DOHaD). 
 
1.3 Restrição de nutrientes e pâncreas endócrino 
 
Diversos estudos experimentais demonstraram adaptações fisiológicas e metabólicas da 
restrição de nutrientes durante períodos críticos do desenvolvimento e suas relações com o 
aparecimento das DCNTs na idade adulta (PASSOS et al, 2002; FAGUNDES et al., 2007; DE 
OLIVEIRA et al. 2016). Observou-se que a restrição proteica durante a gestação tem impacto 
direto sobre o desenvolvimento do pâncreas endócrino (SNOECK et al., 1990; VUGUIN et al., 
2013). Nos últimos anos, o grupo de pesquisa do Laboratório de Pâncreas Endócrino e 
Metabolismo (UNICAMP) vem caracterizando os efeitos da restrição dietética de proteínas sob 
a função das ilhotas pancreáticas e a ação de seus hormônios secretados. Ao longo de vários 
anos de pesquisa, foi observado que a restrição proteica durante a gestação, lactação ou após 
14 
 
desmame, em roedores, leva à redução da secreção de insulina quando estimulada por glicose, 
aminoácidos e outros potencializadores (LATORRACA et al., 1999; RAFACHO et al., 2009; 
SORIANO et al., 2010; LEITE et al., 2016; BRANCO et al., 2017). 
A insulina exerce importante papel na regulação da homeostase glicêmica. Sua secreção 
é estimulada por substratos energéticos metabolizáveis pelas células beta-pancreáticas, sendo a 
glicose o principal estímulo. Para que o processo de secreção ocorra, a glicose é internalizada 
pelas células beta-pancreáticas através de seu transportador, GLUT2, localizado na membrana 
plasmática. Dentro da célula, a glicose será metabolizada gerando ATP, o que aumenta a razão 
ATP/ADP no citoplasma e leva ao fechamento de canais de potássio sensível ao ATP. A 
retenção de potássio pela célula leva à despolarização da membrana plasmática e a abertura de 
canais de cálcio dependente de voltagem (Cav), favorecendo a entrada de cálcio na célula, que 
por sua vez, ativa proteínas que promovem a translocação e extrusão dos grânulos de insulina 
(MEGLASSON; MATSCHINSKY, 1986; AIRES, 2008). 
A redução da responsividade das células pancreáticas no caso da restrição proteica está 
provavelmente associada a menor expressão de PDX-1 (ARANTES et al., 2002; DUMORTIER 
et al., 2007), PKA alfa (MILANSKI et al., 2005), PKC alfa (FERREIRA et al., 2003), 
subunidade beta 2 do Cav e receptor muscarínico M3 (AMARAL et al., 2010; BATISTA et al., 
2012), GDH (DA SILVA et al., 2012), menor massa de células beta (RAFACHO et al., 2009) 
e menor mobilização de íons cálcio (LATORRACA et al., 1999; SORIANO et al., 2010), 
comprovando assim uma relação direta da restrição de nutrientes na fase inicial da vida e suas 
consequências sobre o funcionamento do pâncreas endócrino. Além disso, a restrição proteica 
durante a gestação e 14 dias de lactação em ratos Wistars causou hipoinsulinemia, 
hiperleptinemia, hipofagia, diminuição do gasto energético e aumento da gordura corporal 
(FERREIRA et al., 2007). Rezende e colaboradores (2014) demonstraram que camundongos 
com 30 dias de idade submetidos a restrição proteica durante 14 semanas apresentaram menor 
produção e secreção de insulina e menor expressão da enzima que degrada insulina (IDE) no 
fígado e músculo gastrocnêmico. Logo, esses estudos indicam que a restrição proteica na fase 
inicial da vida é capaz de modificar o funcionamento do pâncreas endócrino e também dos 
tecidos periféricos que participam diretamente na regulação da homeostase glicêmica. 
Pesquisas envolvendo a restrição de aminoácidos in vitro ainda são escassas, portanto o 
estabelecimento e caracterização de um modelo de restrição de aminoácidos in vitro pode 
proporcionar ferramentas importantes para elucidar os mecanismos envolvidos nesta 
reprogramação metabólica, já que por meio desta técnica pode-se promover modificações em 
tecidos específicos em um curto período de tempo e com menor variabiliadade das amostras. 
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Assim, esta estratégia permitiria, de uma forma mais clara, entender como a restrição de 
aminoácidos pode levar a perda da função celular e o desenvolvimento das DCNTs, em especial 
o DM2.  
 
1.4 Restrição de nutrientes, metabolismo mitocondrial e estresse oxidativo 
 
 A mitocôndria desempenha funções importantes na manutenção da homeostasia celular, 
tendo papel na sinalização intracelular, regulação do estado redox, apoptose, metabolismo de 
colesterol, esteroides e nucleotídeos. Além disso, se destaca por ser o local do metabolismo 
oxidativo na célula, onde aproximadamente 90% do oxigênio celular é direcionado para 
formação de energia sob a forma de ATP e calor. Assim, a função mitocondrial adequada é 
fundamental para os processos que demandam energia, dentre eles o transporte ativo, a 
contração muscular e as reações de biossíntese, como a síntese e secreção de insulina 
(WANAGAT; HEVENER, 2016; ABU BAKAR; SARMIDI, 2017). Os elétrons provenientes 
do catabolismo de carboidratos, lipideos e aminoácidos são transportados através dos 
complexos proteicos da cadeia respiratória mitocondrial, gerando um gradiente eletroquímico 
que é fundamental para síntese de ATP. Na cadeia respiratória, o oxigênio é normalmente 
reduzido à água. No entando, cerca de 1 a 2% do O2 consumido pela mitocôndria é convertido 
a radical superóxido (O2
•-) em passos intermediários da cadeia respiratória (VERCESI, 2003). 
O metabolismo de nutrientes aumenta naturalmente a produção de espécies reativas de 
oxigênio (EROs) sem causar efeitos deletérios na função celular. A instalação do processo de 
estresse oxidativo é decorrente da existência de um desbalanço entre a formação de compostos 
oxidantes e atuação das defesas antioxidantes. Esse processo conduz à oxidação de 
biomoléculas como lipídios, proteínas e DNA, com consequente perda de suas funções 
biológicas e/ou desequilíbrio homeostático, cuja manifestação é o dano oxidativo contra células 
e tecidos que pode, eventualmente, levar a morte celular (BARBOSA et al., 2010; LIU et al., 
2018).  
 A geração de EROs é um importante fator relacionado com a disfunção das células beta, 
que pode levar ao diabetes. No DM2, as EROs são formadas principalmente pela 
glicolipotoxicidade constantemente imposta à célula beta, que, em comparação com o fígado, 
possui uma menor capacidade antioxidante, apresentando menor expressão de superóxido 
dismutase 1 e 2 (SOD 1 e 2), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx) (LENZEN; 
DRINKGERN; TIEDGE, 1996; THEYS et al., 2009). 
Camundongos submetidos à restrição de aminoácidos e posterior dieta hiperlipídica 
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mostraram redução no conteúdo mitocondrial e no potencial de membrana mitocondrial, além 
de aumento na geração de EROs nestes roedores (LEITE et al., 2016). Além disso, o excesso 
de glicose levou a uma maior ativação da cadeia respiratória e maior produção de EROs, que 
combinado a um prejuízo nas defesas antioxidantes, culminou no aumento do estresse oxidativo 
e menor secreção de insulina quando ilhotas de ratos desnutridos foram previamente expostas 
a altas concentrações de peróxido de hidrogênio (H2O2) e estimuladas com glicose (CAPPELLI 
et al., 2017). 
 
1.5 Restrição de nutrientes e viabilidade celular 
 
Adkins & Ozanne (2016) destacaram que o envelhecimento celular, através do 
encurtamento dos telômeros e ativação da senescência celular associado ao aumento do estresse 
oxidativo, seja o principal mecanismo celular envolvido na programação metabólica. Dentro 
deste contexto, a morte celular ocorre por processos básicos de apoptose, necrose, autofagia, 
mitose catastrófica e senescência. Na apoptose, as células morrem por modificações 
morfológicas características. Elas encolhem e condensam, o citoesqueleto colapsa, o envelope 
nuclear se desfaz e a cromatina se condensa e se fragmenta (GRIVICICH; REGNER; DA 
ROCHA, 2007). Esse processo é sinalizado através de duas vias principais, a via extrínseca ou 
via mediada por receptores de morte e a via intrínseca, que é mediada pela mitocôndria.  
A via extrínseca é desencadeada pela ativação de um grupo de receptores de membrana 
da superfamília dos receptores de fatores de necrose tumoral. Esta ligação é capaz de ativar a 
cascata das caspases e executar a morte celular por apoptose. A via intrínseca é ativada por 
estresse intra ou extracelular, como a deprivação de fatores de crescimento, danos no DNA, 
hipóxia ou ativação de oncogenes. Os sinais que são transduzidos em resposta a estes insultos 
convergem principalmente para a mitocôndria, induzindo alterações de permeabilidade de 
membrana mitocondrial e consequente liberação do citocromo C para o citosol, que se liga ao 
fator de ativação de protease associada à apoptose 1 (APAF-1) e caspase-9, formando o 
apoptossomo, que promove a clivagem da pró-caspase-9, liberando caspase-9 ativa que, uma 
vez ativada, pode então clivar as caspases efetoras subsequentes, que irão, de fato, levar à morte 
celular por apoptose (SHI, 2002).  
Belkacemi e colaboradores (2012) demonstraram que ratas prenhas submetidas à 
restrição proteica apresentaram aumento significativo na apoptose de células placentárias, com 
menor expressão das proteínas anti-apoptóticas (Bcl-xL e Bcl-2) e aumento significativo da 
expressão de proteínas pró-apoptóticas (Bax e Bak). A restrição proteica também leva à 
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diminuição da proliferação celular e aumento de apoptose nas ilhotas pancreáticas 
(BOUJENDAR et al., 2002), somado ao desequilíbrio na expressão das enzimas antioxidantes 
e aumento da susceptibilidade ao estresse oxidativo (THEYS et al., 2009).  Além da alteração 
no balanço redox, estudos apontam o estresse de retículo endoplasmático (RE) desencadeado 
no pâncreas como mecanismo que contribuiria para o início, desenvolvimento e progressão do 
diabetes (EIZIRIK; CARDOZO; CNOP, 2008; SCHEUNER; KAUFMAN, 2008; SANO; 
REED, 2013).  
O RE é uma organela relacionada com a síntese, enovelamento e modificações pós 
traducionais de proteínas, além de ser responsável pelo armazenamento de cálcio (KAPOOR; 
SANYAL, 2009). Distúrbios em seu funcionamento levam ao acúmulo de proteínas mal 
enoveladas, desencadeiando o estresse de retículo e a unfolded protein response (UPR),  
mecanismo adaptativo ativado para restaurar a homeostase proteica, sendo especialmente 
importante na manutenção da função da célula beta pancreática, já que a síntese e enovelamento 
da insulina ocorre nessa organela. Três principais proteínas participam da UPR, são elas: 
protein kinase RNA (PKR)-like ER kinase (PERK), inositol-requiring enzyme 1a (IRE-1a) e 
ATF6 (activating transcription factor 6), que induzem marcadores do estresse de retículo, como 
activating transcription factor 4 (ATF4), C/EBP homologous protein (CHOP), binding 
immunoglobulin protein (Bip) e X-box binding protein 1 (XBP1). Caso a ativação da UPR falhe 
em restaurar a homeostase do RE, ocorrerá aumento do estresse de retículo, que ativará vias 
pró-apoptóticas e pró-inflamatórias que podem levar à disfunção ou à morte celular (SANO; 
REED, 2013; HUANG et al., 2019). 
Outro grupo importante de proteínas envolvidas na manutenção da viabilidade celular 
são as sirtuínas. Elas compõem um grupo de proteínas denominadas histona-desacetilases de 
classe III, onde a SIRT1 é o principal membro dessa classe de proteínas em mamíferos que 
regula processos celulares, incluindo apoptose e senescência. Os alvos celulares de SIRT1 
incluem diversos fatores de transcrição que, aos serem desacetilados, promovem aumento da 
sobrevivência celular e reparo do DNA (OTA et al., 2007). Logo, a homeostase celular é 
dependente do perfeito balanço entre proliferação e morte celular, que são eventos intimamente 
acoplados a oferta adequada de nutrientes. A SIRT1 é expressa em diversos tecidos como o 
fígado, tecido adiposo e muscular, pâncreas, hipófise e hipotálamo. Sua expressão está 
associada à diminuição do acúmulo de gordura corporal, aumento do catabolismo lipídico pelo 
tecido hepático e muscular, aumento da gliconeogênese e da sensibilidade à insulina (FEIGE et 
al., 2008, RODGERS; PUIGSERVER, 2007).  
Além disso, a SIRT1 está relacionada com a ativação de Heat Shock Fator 1 (HSF1), 
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que é responsável pela transcrição das Heat Shock Proteins (HSPs), uma das respostas primárias 
de proteção celular. A acetilação de HSF1, por exemplo, diminui sua atividade transcricional 
aumentando a taxa de apoptose induzida por glicolipotoxicidade em células beta pancreáticas 
de rato e de humanos (PURWANA et al., 2017). 
As HSPs fazem parte da grande família das proteínas conhecidas como chaperonas e 
desempenham papel fundamental tanto durante a síntese, montagem, enovelamento e 
degradação de proteínas, quanto na preservação da sobrevivência celular sob condições 
ambientais adversas (GUPTA et al., 2007). Elas podem ser agrupadas em seis famílias: 
pequenas Hsp, Hsp40, Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp100. Já foi descrito que a Hsp70 interage 
diretamente com elementos da via apoptótica, seja ela intrínseca (através da prevenção da perda 
do potencial da membrana mitocondrial externa, impedindo a liberação de citocromo C e Apaf-
1 a partir da mitocôndria) ou extrínseca (através da inibição do processamento das pró-caspases 
9 e 3), inibindo assim a cascata de eventos que culminam na morte celular por apoptose. Além 
disso, a Hsp70 em associação com a Hsp40 pode interferir no balanço de proteínas pró 
apoptóticas, como Bax, Bad e Bid, e anti apoptóticas, como Bcl-2, Bcl-xL e Mcl-1 (CASTRO 
et al., 2013; WANG et al., 2014). 
Outra proteína relacionada com a homeostase celular é a Akt, também chamada de 
proteína kinase B (PKB), uma serina-treonina kinase regulada pela ativação de fosfatidilinositol 
3-kinase (PI3K) (ZHANG et al., 2011). Além de sua participação no metabolismo da glicose, 
sua fosforilação e ativação da Akt é capaz de impedir a apoptose induzida por diversos 
estímulos, como danos ao DNA e a retirada de fatores de crescimeto, em vários tipos celulares 
(CHANG et al., 2003; ZHAO; SAPOLSKY; STEINBERG, 2006; HOSSINI et al., 2016). A via 
PI3K/Akt ativa uma cascata de sinalização importante na regulação da proliferação e 
metabolismo celular, bloqueando a apoptose e promovendo a sobrevivência (LOS et al., 2009).  
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2 JUSTIFICATIVA 
 
A desnutrição energética proteica é uma das principais causa de morbidade e 
mortalidade em crianças menores de 5 anos de idade, sendo que cerca de 45% das mortes de 
crianças nessa faixa etária estão relacionadas com desnutrição (WHO, 2018). Além disso, a 
privação de nutrientes na fase inicial da vida está diretamente relacionada com o surgimento de 
desordens fisiológicas e metabólicas ao longo da vida do indivíduo e contribuindo, direta ou 
indiretamente, para o desenvolvimento das DNCTs. Dentre elas, podemos destacar a obesidade 
e o DM2, que apresentam elevada prevalência na população adulta mundial, sendo que cada 
vez mais estudos relacionam o estado nutricional durante a gestação e nas fases iniciais da vida 
com o desenvolvimento dessas doenças na idade adulta (HACK et al., 2002; GODFREY; 
GLUCKMAN; HANSON, 2010).   
Apesar da associação evidenciada na literatura entre desnutrição e DNCTs, os 
mecanismos moleculares envolvidos neste processo ainda não são totalmente conhecidos. 
Desse modo, a compreensão do envolvimento da restrição de nutrientes no desenvolvimento da 
síndrome metabólica e sua relação com danos oxidativos induzindo apoptose nas células beta 
pancreáticas traria grande contribuição para a área.  
Como descrito acima,  grande variedade de mecanismos podem regular o processo de 
apoptose celular. Recentemente, Redza-Dutordoir & Averill-Bates (2016) demonstraram que 
as EROs estão diretamente envolvidas na regulação das principais vias de apoptose celular 
mediadas pela mitocôndria, receptores de morte e retículo endoplasmático. Com isso, nossa 
hipótese é que as células que passaram por uma restrição de aminoácidos apresentem um 
fenótipo que as tornem mais susceptíveis a morte celular por danos oxidativos. Logo, o modelo 
de restrição de aminoácidos in vitro desenvolvido em nosso laboratório (GONÇALVES et al., 
2019) nos permite ter maior controle das variáveis, como a quantidade de nutrientes (como 
aminoácidos, glicose, entre outros) aos quais as células são expostas, tornando possível a 
identificação de mecanismos diretos e/ou indiretos que regulam a apoptose e o estresse 
oxidativo na célula beta, decorrentes das alterações impostas por esta situação, bem como de 
potenciais alvos terapêuticos, proporcionando a busca de novas substâncias/fármacos que 
possam interferir nestas vias e identificar o papel da via PI3K/Akt na possível modulação da 
gênese da apoptose nessas células. 
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3 OBJETIVOS 
 
 Analisar os efeitos da restrição de aminoácidos in vitro sobre o metabolismo 
mitocondrial, estado redox e apoptose em linhagem de células produtoras de insulina (INS1-
E), bem como os mecanismos moleculares envolvidos nessas repostas. 
 
4 MATERIAIS E MÉTODOS 
 
4.1 Cultivo celular e estabelecimento do modelo in vitro de restrição de aminoácidos 
 
Células INS1-E (células produtoras de insulina provenientes de rato) foram cultivadas 
em meio RPMI 1640 (10-040CV, Corning) contendo bicarbonato de sódio e glutamina, 
suplementado com 5% de soro fetal bovino (FBS), HEPES 10 mM, piruvato de sódio (NaPyr) 
1 mM, β-mercaptoetanol 50 µM, 100 U/ml de penicilina, 100 mg/ml de estreptomicina e 
mantidas em incubadora (CO-24, New Brunswick Scientific Co., Inc., New Jersey, USA) à 
37°C, em atmosfera umidificada a 5% de CO2. Para o protocolo de restrição de aminoácidos 
utilizou-se meio isento de aminoácidos (#01824, Vitrocell), suplementado com 5% de FBS, 
HEPES 10 mM, NaPyr 1 mM, β-mercaptoetanol 50 µM, sendo então preparado nas proporções 
de 100% (grupo Controle) ou 25% (grupo Restrito) a partir de um mix de aminoácidos (RPMI 
1640 Amino Acids Solution – 50X, Sigma). As células foram cultivadas nessas condições por 
48 horas à 37ºC e 5% CO2. Em todo o trabalho as passagens utilizadas variaram entre 68 e 79. 
 
4.2 Secreção Estática de Insulina 
 
Células INS1-E foram cultivadas em placas de 24 poços e tratadas com o meio de cultivo 
com restrição de aminoácidos por 48 horas. Após, foram pré-incubadas com tampão Krebs (115 
mM NaCl, 5 mM KCl, 2,56 mM CaCl2, 1 mM MgCl2, 10 mM NaHCO3, 15 mM HEPES e 0.3% 
de albumina sérica bovina (BSA) sem glicose e equilibrado com uma mistura de 95% O2/5% 
CO2 para um pH de 7.4), à 37°C, por 1 hora. Posteriormente, a solução foi gentilmente removida 
e substituída por 500 µL da mesma solução (Krebs) contendo diferentes concentrações de 
glicose (2.8 e 22.2 mM) por 1 hora. O sobrenadante foi removido, transferido para tubos de 
ensaio e armazenado a –20°C para posterior dosagem de insulina por radioimunoensaio 
(SCOTT; ATWATER; ROJAS, 1981). As células foram coletadas utilizando tampão 
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ureia/tioureia para posterior dosagem de proteína (BRADFORD, 1976) e normalização dos 
resultados. 
 
4.3 Western Blot 
 
Após o tratamento, as células INS1-E foram lavadas em PBS 1X e então coletadas em 
tampão de lise contendo inibidores de proteases. Em seguida, uma alíquota foi utilizada para 
quantificação proteica pelo método de Bradford (BioRad), tendo como referência uma curva 
padrão de concentrações conhecidas. Adicionou-se ainda 20% do volume de tampão de 
Laemmli 5X (azul de bromofenol 0,1%, fosfato de sódio 1 M, glicerol 50%, SDS 10%) e, após, 
as amostras foram incubadas a 100ºC por 5 min.  
As amostras (15µg de proteína) foram então pipetadas no gel SDS-PAGE com 10% de 
acrilamida, juntamente com o marcador de pesos moleculares conhecido (PageRuler, 
ThermoFisher Scientific). Após a corrida eletroforética, as amostras foram transferidas por 
transferência líquida com 20% de metanol, para uma membrana de nitrocelulose com poro de 
0,22 µm (BioRad). Em seguida, a membrana foi bloqueada com 5% de albumina em solução 
de TBS-T (50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,1% Tween 20) por 90 minutos a temperatura 
ambiente e as proteínas relacionadas ao estudo foram detectadas na membrana por incubação 
overnight com anticorpo específico para as proteínas de interesse: p-eIF2α (32157, Abcam), 
SNAP-25 (7538, Santa Cruz), PC (46229, Santa Cruz), GCK (7908, Santa Cruz), PKC (8393, 
Santa Cruz), OXPHOS (110413, Abcam), PGC1α (13067, Santa Cruz), Bax (27725, Cell 
Signaling), Bcl-XL (54H6, Cell Signaling), HSP70 (32239, Santa Cruz), HSF1 (17757, Santa 
Cruz), SIRT1 (7343, Abcam), SOD1 (16831, Abcam), SOD2 (13533, Abcam), Akt (9272, Cell 
Signaling), pAkt (9271, Cell Signaling) e GAPDH (G9545, Sigma). Em seguida, a membrana 
foi lavada com TBS-T e incubada com o anticorpo policlonal anti-IgG conjugado com 
peroxidase (diluição 1:10000 em TBS-T com 3% de albumina) por 90 minutos. Logo após, as 
membranas foram novamente lavadas e, finalmente, foram reveladas por quimiluminescência 
(SuperSignal West Femto, Pierce Biotechnology Inc., Rockford, IL, EUA) utilizando o 
fotodocumentador Amersham Imager 600 (GE Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). A 
quantificação da intensidade das bandas foi avaliada utilizando o software ImageQuant TL v8.1  
(GE Healthcare Life Sciences). 
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4.4 PCR real-time 
 
Após o tratamento, células INS1-E foram lisadas em 500µl de solução Trizol (Ambion 
by Life Technologies, USA) e o RNA total extraído de acordo com o protocolo do fabricante. 
As concentrações de RNA foram determinadas por espectrofotometria (ratio 260/280 nm). O 
cDNA foi sintetizado com 1 µg de RNA, usando a reação de transcriptase reversa (High 
Capacity cDNA Reverse Transcription kit, Applied Biosystems, USA). PCR em tempo real foi 
realizado utilizando Fast SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), na 7500 
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) com primers específicos para as reações de 
PCR (Quadro 1). As análises foram realizadas utilizando-se ΔΔCT e HPRT como gene 
constitutivo. 
 Quadro 1. Sequência de primers utilizados no PCR 
Primer Sequência dos primers 
Ins1 
Foward TTGGACTATAAAGCTGGTGGGC 
Reverse TGCTTGCTGATGGTCTCTGATTAT 
ATF4 
Foward GTTGGTCAGTGCCTCAGACA 
Reverse CATTCGAAACAGAGCATCGA 
XBPI 
Foward AGCAGCAAGTGGTGGATTTG 
Reverse GAGTTTTCTCCCGTAAAAGCTGA 
CHOP 
Foward CTGGAAGCCTGGTATGAGGAT 
Reverse CAGGGTCAAGAGTAGTGAAGGT 
BIP 
Foward ACTTGGGGACCACCTATTCCT 
Reverse ATCGCCAATCAGACGCTCC 
ATF6 
Foward GAGAGGTGTCTGTTCGGGG 
Reverse CGTGGACTCCCAGTCTTCAC 
SERCA 
Foward TTTGTGGCCCGAAACTACCT 
Reverse GGCATAATGAGCAGCACAAAGGG 
ORP 
Foward TGCGCTTCCAGATCAGTCC 
Reverse GGAGTAGTTCAGAACCATGCC 
TFAM 
Foward CCAAAAAGACCTGGCTCAGC 
Reverse GTGACTCATCCTTAGCCCCC 
PGC1α 
Foward GCACGCAGCCCCTATTCATTG 
Reverse AGGATTTCGGTGGTGACA 
NFR1 
Foward TGCCCAAGTAATTACTCTGC 
Reverse TCGTCTGGATGGTCATTTCAC 
UCP2 
Foward AGCAGTTCTACACCAAGGGC 
Reverse TGGAAGCGGACCTTTACCAC 
COX5 
Foward TGTTGGCTATGATCTGGTTCC 
Reverse TTATGAGGTCCTGCTTTGTCC 
NCOR 
Foward CTGGTCTTTCAGCCACCATT 
Reverse CCTTCATTGGATCCTCCATC 
HPRT 
Foward GGTTAAGCAGTACAGCCCCA 
Reverse TCCAACACTTCGAGAGGTCC 
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4.5 Densidade mitocondrial por MitoTracker 
 
Após 48 horas de tratamento, as células foram incubadas com sonda fluorescente 
Mitotracker (M7514, Invitrogen) na concentração de 100 nM (diluída em Krebs 11.1 mM de 
glicose) por 15 minutos à 37ºC para avaliação da densidade mitocondrial. Depois, foram 
lavadas com PBS 3 vezes e a leitura da fluorescência foi realizada no leitor de placas 
Spectramax M3 fluorimeter (Molecular Devices), nos comprimentos de onda de 490 nm 
(excitação) e 516 nm (emissão). 
Para normalização dos resultados, as células foram lavadas com PBS, fixadas com 4% 
de formaldeído durante 10 minutos, lavadas novamente com PBS, foram então coradas com 
Hoechst 33342 (ThermoFisher, H3570; 10 mg/mL) na concentração final de 1 µg/mL por 15 
minutos, novamente lavadas com PBS e então lidas neste mesmo equipamento. 
 
4.6 Potencial de membrana mitocondrial por TMRM 
 
 Após 48 horas de tratamento, as células foram incubadas com Tetramethylrhodamine 
methyl ester perchlorate (TMRM – T5428, Sigma) na concentração de 30 nM (diluída em Krebs 
11.1 mM de glicose) por 30 minutos à 37ºC para avaliação do potencial de membrana das 
células. Depois, foram lavadas com PBS 3 vezes e a leitura da fluorescência foi realizada no 
leitor de placas Spectramax M3, nos comprimentos de onda de excitação em 545 nm e emissão 
em 575 nm. Carbonylcyanide m-chlorophenyl hydrazone (CCCP, 5 µM) foi utilizado como 
controle negativo do experimento. 
Para normalização dos resultados, as células foram lavadas com PBS, fixadas com 4% 
de formaldeído durante 10 minutos, lavadas novamente com PBS, foram então coradas com 
Hoechst (1 µg/mL) por 15 minutos, novamente lavadas com PBS e então lidas neste mesmo 
equipamento. 
 
4.7 Respiração mitocondrial por respirometria de alta resolução 
 
 Para este experimento as células foram cultivadas em placas de 6 poços e, após 48 horas 
de tratamento, foram tripsinizadas, contadas com auxílio da câmara de Neubauer e 1,5 milhões 
de células/grupo foram usadas em cada experimento. 
Para avaliar a taxa de consumo de oxigênio mitocondrial (OCR) foi utilizado o 
Oxygraph-2k (OROBOROS Instruments, Innsbruck, Áustria). OCR foi medida de acordo com 
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as recomendações do fabricante, sendo utilizado 1 μM de oligomicina para inibir a ATP sintase, 
para desacoplar a fosforilação oxidativa foram feitas adições consecutivas de 0,5 μM de 
carbonylcyanide-4-trifluorometh-oxyphenylhydrazone (FCCP) até que o consumo máximo 
fosse atingido e 1 μM de antimicina para bloquear a respiração mitocondrial e determinar a 
OCR não-mitocondrial. 
A OCR ligada ao ATP (ATP-linked) foi calculada subtraindo o consumo após a adição 
de oligomicina da respiração basal. A capacidade de reserva foi determinada subtraindo a 
respiração basal da respiração máxima (induzida pelo FCCP). O proton-leak foi calculado 
subtraindo o consumo não mitocondrial da OCR após a oligomicina. O consumo máximo e 
basal foram obtidos subtraindo-se a respiração após a titulação do FCCP e a respiração inicial 
(basal) da OCR não mitocondrial. Os valores do gráfico de barras e de linhas são compostos 
pelos valores absolutos obtidos no experimento. 
 
4.8 Produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) 
 
Após as 48 horas de tratamento, as células foram submetidas a um protocolo semelhante 
ao de secreção de insulina, onde foram incubadas durante 1 hora com tampão Krebs sem glicose 
e posteriormente foram estimuladas com essa mesma solução com 22.2mM de glicose durante 
1 hora, e durante os últimos 30 minutos, foram adicionadas sondas para avaliação do estado 
redox. 
A geração de radicais superóxido mitocondrial e citosólico foi quantificado usando a 
sonda MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator (M36008, ThermoFisher) e 
Dihydroethidium (Hydroethidine) (D11347, ThermoFisher), repectivamente. Para a 
quantificação de H2O2 total foi utilizado a sonda Amplex™ UltraRed Reagent (A36006, 
ThermoFisher). A fluorescência foi obtida utilizando-se um leitor de placa fluorescente 
(Spectramax M3 fluorimeter, Molecular Devices) conforme as recomendações do fabricante. 
Os valores obtidos foram normalizados pela quantidade de proteínas (Bradford) ou pela 
quantidade de células (coradas com Hoechst 33342). 
 
4.9 Inibição da via PI3K/Akt  
 
 As células foram tratadas ou não com um inibidor farmacológico irreversível da PI3K 
(Wortmannin, w) por 30 minutos antes do tratamento de 48 horas com restrição de aminoácidos. 
Inicialmente, foram testadas diversas concentrações desse composto (100 nM, 500 nM, 1 µM, 
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5 µM e 10 µM), onde as células foram coletadas para extração de proteínas para análise da 
expressão proteica por Western Blot. A menor concentração testada foi escolhida (100nM), 
para a então realizar experimentos para avaliação de morte celular (HOPI) e produção de EROs 
(DHE) e H2O2 (Amplex). 
 
4.10 Morte celular 
 
 A viabilidade celular foi avaliada a partir de células coradas com intercalantes de DNA, 
Hoechst 33342 (ThermoFisher, H3570; 10 mg/mL; marcação dos núcleos) e iodeto de propídio 
(ThermoFisher, P3566; 10 mg/mL; marcação das células apoptóticas). Para o experimento, as 
células foram cultivadas em placa de 96 poços (µCLEAR®, Greiner) e a após as 48 horas de 
tratamento, foram então removidos 100 µL do meio de cada poço e adicionado 100 µL de meio 
RPMI-1640 contendo os dois reagentes citados acima na concentração final de 10 µg/mL. Após 
15 minutos de incubação a 37ºC, foram removidos 100 µL de meio de cada poço e adicionado 
100 µL de meio RPMI-1640. 
 A porcentagem de células apoptóticas foi determinada por High Content Imaging 
System (ImageXpress, Molecular Devices) por meio do módulo Live and Dead do software 
MetaXpress (Molecular Devices). Para identificar populações viáveis e mortas foram aplicadas 
máscaras para os comprimentos de onda DAPI (excitação em 350 nm e emissão em 470 nm - 
Hoescht) e Texas red (excitação em 496 nm e emissão em 615 nm - iodeto de propídio). 
 
4.11 Análise estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 7.0 
(GraphPad Software, USA). Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média 
(EPM) e todos foram submetidos ao teste de distribuição de normalidade Shapiro-Wilk e então 
direcionados para testes de comparação paramétricos (test t de Student) ou não paramétricos 
(teste U de Mann Whitney). Para os experimentos que utilizaram a Wortmannin, os resultados 
foram analisados por Two-way ANOVA, seguida de Bonferroni. P < 0.05 foi adotado como 
critério de significância. 
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5 RESULTADOS 
 
5.1 Caracterização do modelo de desnutrição in vitro 
 
 Inicialmente, buscou-se reproduzir in vitro (células INS1-E) o fenótipo encontrado em 
modelos de desnutrição animal previamente estudados por nosso grupo de pesquisa. Para isso, 
foi utilizado o tratamento com meio com restrição de aminoácidos (R – 25% de aminoácidos) 
e controle (C – 100% de aminoácidos). A Figura 1 mostra que a restrição de aminoácidos 
reduziu em 53% a expressão gênica da insulina (Fig. 1A) e em 62% a secreção de insulina 
estimulada por 22.2mM glicose (Fig. 1B) quando comparado ao grupo controle (p<0.05). 
Figura 1. Avaliação da expressão gênica da insulina (A) (n=5) e secreção de insulina estimulada por 
2.8 e 22.2mM de glicose (B) (n=4) em células INS1-E após tratamento com meio controle (C – 100% 
aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas. Os dados são ± EPM e foram submetidos 
ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, ao t test; *p<0,05. 
 
Buscando verificar se as alterações funcionais foram acompanhadas de modificações 
moleculares, avaliou-se a expressão de proteínas envolvidas na extrusão do grânulo de insulina, 
metabolismo de glicose e estresse de retículo. Foi observado que a restrição de aminoácidos in 
vitro levou a redução de 74% da expressão proteica da SNAP-25 (Fig. 2A), 24% da proteína 
quinase C (PKC, Fig. 2C) e aumento de 27% na p-eIF2α (Fig.2B). Não observamos diferença 
significativa na expressão proteica da piruvato carboxilase (PC, Fig. 2D) e glicoquinase (GCK, 
Fig. 2E). Além disso, foi demonstrado aumento de 80% da expressão gênica do ATF4 e 75% 
da XBP1 nas células INS1-E submetidas a restrição de aminoácidos (Fig. 2F). 
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Figura 2. Avaliação da expressão proteica da SNAP-25 (A), p-eIF2a (B), PCK (C), GCK (D) 
e PC (E) e avaliação da expressão gênica de marcadores de estresse de retículo (F) (n=3-6, 
Western Blot e PCR) em células INS1-E após tratamento com meio controle (C – 100% 
aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas. Os dados são ± EPM e foram 
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, pelo t test; *p<0.05. 
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5.2 Metabolismo mitocondrial 
 
 Visto que o metabolismo mitocondrial é imprescindível para o funcionamento adequado 
das células beta pancreáticas, assim como para a secreção de insulina, buscamos identificar se 
a restrição de aminoácidos levaria a alterações na biogênse e função da mitocôndria nas células 
INS1-E. Incialmente, avaliamos a expressão gênica de marcadores de biogênese e função 
mitocondrial e observamos que células restritas apresentaram aumento de aproximadamente 4 
vezes da expressão gênica tanto de TFAM quanto de NFR1 e 5 vezes do PGC1α, e não 
apresentaram alteração significativa na expressão de UCP2, COX5 e NCOR  (Fig. 3).  
Figura 3. Avaliação da expressão gênica de marcadores de biogênese (TFAM, PGC1α, NFR1, 
NCOR) e função (UCP2, COX5) mitocondrial (n=3-4) em células INS1-E após tratamento com 
meio controle (C – 100% aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas. Os dados 
são ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, pelo t test; 
*p<0.05. 
 
Frente a isso, buscando verificar se as alterações relacionadas a expressão de genes 
importantes na biogênse mitocondrial implicavam em alterações no metabolismo mitocondrial, 
utilizamos outras abordagens para avaliar a densidade de mitocôndrias e sua função. Neste 
sentido, verificou-se que células INS1-E desnutridas tiveram redução de 32% na densidade 
(Fig. 4B) e 29% no potencial de membrana mitocondrial (Fig. 4C). Além da redução de 34% 
da expressão proteica do complexo I e 45% do IV da cadeira respiratória (Fig. 4D), não havendo 
alteração na expressão proteica de PGC1α (Fig. 4A). 
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Figura 4. Avaliação da expressão do PGC1α (A) (n=4), densidade mitocondrial (B) (n=7), potencial 
de membrana mitocondrial (C) (n=7) e expressão proteica da OXPHOS (D) (n=3) em células INS1-
E após tratamento com meio controle (C – 100% aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) 
por 48 horas. Os dados são ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, 
então, pelo t test; *p<0.05 
 
Além da expressão proteica da OXPHOS, também investigamos a função mitocondrial 
através da mensuração do consumo de oxigênio. Como mostrado na Figura 5, as células que 
passaram pela restrição de aminoácidos já iniciam com a respiração menor (basal), embora não 
significativo. O proton-leak apresentou redução de 33%, a respiração máxima reduziu 37% e a 
capacidade de reserva (Spare) 45% quando comparado ao controle. 
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Figura 5. Avaliação da atividade mitocondrial através do consumo de oxigênio (n=3) em células INS1-E 
após tratamento com meio controle (C – 100% aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 
horas. Os dados são ± EPM e foram submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, pelo t 
test; *p<0.05.  
 
5.3 Viabilidade celular e avaliação de parâmetros relacionados com estresse oxidativo e 
apoptose 
 
Na tentativa de identificar se a redução da secreção de insulina, do metabolismo 
mitocondrial e o aumento de marcadores de estresse de retículo caracterizado nas células INS1-
E desnutridas poderiam estar correlacionadas com a alteração do estado redox, avaliamos a 
produção de espécies reativas de oxigênio mitocondrial e citosólica, através das sondas 
MitoSOX™ Red Mitochondrial Superoxide Indicator (Fig. 6B) e Dihydroethidium (DHE, Fig. 
6C), respectivamente, e a produção de H2O2, utilizando a sonda Amplex™ UltraRed Reagent 
(Fig. 6A). Vimos que tanto o Amplex quanto o DHE se apresentaram diminuídos em 22% e 
29%, respectivamente, no grupo restrito, enquanto o MitoSOX não apresentou diferença entre 
os grupos.  
Além disso, avaliamos também a expressão gênica da catalase (CAT), SOD1 e SOD2, 
que embora o pequeno número de amostras analisadas (n=2; Fig. 6F), mostraram forte 
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tendência ao aumento, e a expressão de proteínas envolvidas com a metabolização de radicais 
superoxido, SOD1 (Fig. 6D) e SOD2 (Fig. 6E), ambas aumentadas no grupo restrito em 31% e 
47%, respectivamente, sendo essa uma importante linha de defesa antioxidante. 
Figura 6. Avaliação da produção de H2O2 por Amplex (A) e de espécies reativas de oxigênio mitocondrial 
(Mitosox – B) e citosólica (DHE – C) (n=6-9), da expressão proteica de SOD1 (D) e SOD2 (E) (n=5) e 
da expressão gênica de CAT, SOD1 e SOD2 (F) em células INS1-E após tratamento com meio controle 
(C – 100% aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas. Os dados são ± EPM e foram 
submetidos ao teste de normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, pelo t test (exceto Amplex, que foi analisado 
pelo teste U de Mann-Whitney); *p<0.05. 
  
 Considerando as alterações encontradas no grupo restrito, investigamos se a viabilidade 
celular estaria alterada. Para isso analisamos algumas proteínas envolvidas com a via intrínseca 
de regulação da apoptose celular, e não observamos diferença na expressão proteica da SIRT1 
(Fig. 7A) e HSF1 (Fig. 7B) entre o grupo restrito e controle. Porém, foi verificada diminuição 
de 47% na expressão proteica de HSP70 (Fig. 7C) e aumento de 58% da razão BAX/Bcl-xL 
(Fig. 7D), embora sem diferença no percentual de células apoptóticas entre o grupo restrito e 
controle (Fig. 7E). 
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Figura 7. Avaliação da viabilidade em células INS1-E após tratamento com meio controle (C – 100% 
aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas. Análise da expressão proteica de proteínas 
envolvidas na via de controle da apoptose celular (n=5-7): SIRT1 (A), HSF1 (B), HSP70 (C) e da relação 
BAX/Bcl-xL (D) e da porcentagem de células apoptóticas obtidas por meio da coloração com Hoechst 
33342 (10 µg/ml) e iodeto de propidio (10 µg/ml) e observadas através de microscópio de fluorescência 
(n=5). 
 
 Buscando compreender quais vias moleculares poderiam estar garantindo a 
sobrevivência das células restritas, mesmo sob ativação da via intrínseca de apoptose celular, 
avaliamos a expressão proteica da Akt, proteína envolvida na via alternativa de controle do 
estresse oxidativo e viabilidade celular.  Analisando a expressão proteica da Akt, observou-se 
que houve aumento de 8 vezes na fosforilação dessa proteína no grupo restrito no estado basal 
(Fig. 8A). Para investigar se esse aumento estaria relacionado com a sobrevivência celular, 
utilizamos a Wortmannin para inibir a via PI3K/Akt. 
Inicialmente, foram testadas diversas concentrações do inibidor (Fig. 8B) sendo a menor 
(100nM) capaz de inibir a via. A partir da escolha da concentração ideal, avaliamos a morte 
celular e a produção de EROs. Assim, verificou-se que o grupo restrito tratado com Wortmannin 
(Rw) apresentou maior taxa de morte celular (3%) (Fig. 8C) e também maior produção de EROs 
(aumento de 33%) (Fig. 8D) quando comparado com os outros grupos, porém sem alteração na 
produção de H2O2 (Fig. 8E). 
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Figura 8. Análise da expressão proteica da pAkt/Akt na situação basal (A) e quando inibida por diferentes 
concentrações de Wortmannin (B, n=4-6), porcentagem de células apoptóticas (C, n=5), avaliação da produção 
de H2O2 por Amplex (D) e de espécies reativas de oxigênio citosólica (DHE – E) (n=7) em INS1-E após 
tratamento com meio controle (C – 100% aminoácidos) e restrito (R – 25% aminoácidos) por 48 horas pré-
tratadas (Cw e Rw) ou não (C e R) com Wortmannin. Os dados são ± EPM e foram submetidos ao teste de 
normalidade (Shapiro-Wilk) e, então, pelo test t ou two-way ANOVA; *p<0.05 efeito da restrição e #p<0.05 efeito 
da Wortmannin. 
 
6 DISCUSSÃO 
 
Partindo do conhecimento prévio de que a restrição de nutrientes no início da vida leva 
à disfunção de células beta e, consequentemente, a prejuízos no metabolismo da glicose na 
idade adulta (DE OLIVEIRA et al., 2013), no presente trabalho nós investigamos os efeitos da 
restrição de aminoácidos in vitro especificamente em linhagem de células beta (INS1-E), sobre 
a secreção de insulina e na expressão de proteínas envolvidas com o metabolismo da glicose, 
além da avaliação de parâmetros relacionados com metabolismo mitocondrial e viabilidade 
celular. 
 Gonçalves e colaboradores (2019) demonstram que a restrição de aminoácidos in vitro 
realizada com meio contendo 25% de aminoácidos levou a um aumento nas oscilações de cálcio 
e, tanto a menor expressão gênica da insulina, quanto a menor secreção do hormônio. Branco e 
colaboradores (2017) verificaram que camundongos C57Bl/6 alimentados com dieta 
hipoproteica (6% de proteínas) durante 45 dias, apresentaram menor secreção de insulina e 
conteúdo total deste hormônio nas ilhotas pancreáticas.  
Além disso, para a caracterização deste modelo, assim como Gonçalves e colaboradores 
(2019), avaliamos também a expressão proteica de SNAP-25 e PKC. A SNAP-25 está 
relacionada com a exocitose do grânulo de insulina, enquanto a PKC está envolvida no 
metabolismo da glicose. No presente estudo, observamos diminuição no conteúdo proteico de 
ambas as proteínas, o que corrobora com os achados de outros trabalhos com modelos de 
desnutrição (FERREIRA et al., 2003; BATISTA et al., 2012), sendo encontrados tanto in vitro 
como em ilhotas de animais submetidos a restrição proteica. 
Adicionalmente, avaliamos a expressão proteica da piruvato carboxilase (PC) e da 
glicoquinase (GCK), enzimas que também estão envolvidas no metabolismo da glicose, sendo 
a PC uma das mais importantes para o inicio do ciclo do ácido tricarboxílico (TCA) e sua 
atividade está relacionada com o controle da secreção de insulina e desenvolvimento do DM2 
(SUGDEN; HOLNESS, 2011). Observamos que, in vitro, não houve alteração na expressão 
proteica de ambas as enzimas, o que reproduz os resultados encontrados no modelo in vivo 
utilizado por Branco e colaboradores (2017). Com isso, demonstramos que restrição de 
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aminoácidos em células INS1-E foi capaz de reproduzir os resultados encontrados tanto in vitro 
quanto in vivo, o que possibilita sua utilização como um modelo para investigação de alterações 
moleculares e vias metabólicas. 
 O conteúdo proteico de p-eIF2α foi aumentado após o tratamento por 48 horas com 25% 
de aminoácidos, assim como a expressão gênica de AFT4 e XBP1, genes relacionados com o 
estresse de retículo. O Eukaryotic translation initiation factor 2α (eIF2α) tem um papel 
importante na regulação da síntese proteica, principalmente quando há menor disponibilidade 
de aminoácidos, sendo parte da via PERK/ATF4 da UPR, que constitui uma sinalização 
fisiológica essencial à manutenção e sobrevivência da célula beta, direcionando, conforme o 
grau de estresse, o destino da célula, que sob condições desfavoráveis pode levar a pertubações 
no retículo e culminar na falência da célula beta (CNOP et al., 2017).  
A secreção de insulina está diretamente relacionada com o bom funcionamento do 
metabolismo mitocondrial. Além da síntese de ATP, o número, morfologia e expressão de 
enzimas oxidativas são aspectos mitocondriais importantes para adequada secreção da insulina 
(KIM; WEI; SOWERS, 2008; FEX et al., 2018). Neste trabalho verificamos que as alterações 
na secreção de insulina e em marcadores de retículo nas células INS1-E, causadas pela restrição 
de aminoácidos, foram acompanhadas de modificações na função e biogênese mitocondrial. 
Em tecidos periféricos, Sales e colaboradores (2017) demonstraram que o músculo de ratos de 
20 meses de idade, que foram alimentados com metade de seu consumo alimentar espontâneo 
durante 12 semanas para induzir a desnutrição, apresentaram dimuição na densidade 
mitocondrial, na atividade do complexo II da cadeia respiratória e na enzima citrato sintase, 
implicando no prejuízo na função deste tecido. Além disso, foi observado que ratos alimentados 
com dieta contendo 5% de proteínas durante 4 semanas tiveram redução na expressão proteica 
do complexo I e IV, na captação de piruvato e na expressão de enzimas envolvidas na beta-
oxidação de ácidos graxos, levando a uma maior deposição de gordura hepática (VAN 
ZUTPHEN et al., 2016).  
Neste trabalho, observamos que a restrição de aminoácidos reduziu tanto a densidade 
mitocondrial, quanto o consumo de oxigênio e o potencial de membrana mitocondrial nas 
células INS1-E. Neste sentido, a restrição de aminoácidos no meio de cultura poderia estar 
levando à menor formação de intermediários TCA e, consequentemente, de equivalentes 
redutores transferidos pelo NADH e FADH2 para cadeia transportadora de elétrons, culminando 
assim, na hiperpolarização da membrana mitocondrial. Neste sentido, já foi demonstrado que 
ratos desnutridos, alimentados com uma dieta contendo 6% de proteínas, apresentaram redução 
da expressão proteica da glutamato desidrogenase nas ilhotas pancreáticas, o que implicaria na 
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menor conversão de glutamato em alfa-cetoglutarato e, assim, menor ativação do TCA (DA 
SILVA et al., 2012).  
Em contraste com a redução dos parâmetros relacionados ao metabolismo mitocondrial, 
verificou-se que a restrição de aminoácidos levou ao aumento da expressão gênica de 
marcadores de biogênese mitocondrial nas células INS1-E. Este dado pode estar relacionado 
com uma tentativa de suprir o prejuízo na função mitocondrial, através da maior transcrição 
gênica. Apesar disto, a expressão proteica destes marcadores não é alterada nas células restritas 
assim como em ilhotas pancreáticas de camundongos alimentados com dieta hipoproteica (6% 
de proteica) por 6 semanas (BRANCO et al., 2017).  
Cappelli e colaboladores (2018) submeteram ratos Wistar após o desmame (21 dias) ao 
tratamento com dieta isocalórica e hipoproteica (6% de proteínas) durante 8 semanas e 
observaram uma maior produção de H2O2 nas ilhotas pancreáticas destes animais, menor 
atividade da catalase, maior atividade de SOD1 e uma dimuição na razão GSH/GSSH 
(glutationa reduzida/glutationa oxidada), indicando uma maior geração de EROs. Por outro 
lado, em nosso estudo demonstramos uma menor concentração de EROs citosólicos, e do H2O2 
especificamente, avaliados pelo DHE e Amplex, respectivamente, enquanto a produção de 
EROs mitocondrial permaneceu inalterada, o que talvez possa ser justificado pela limitação da 
utilização do método in vitro, já que a cultura é especificamente de células beta-pancreáticas, 
não levando em consideração toda a fisiologia envolvida quando se trata do modelo animal. 
As superóxido dismutases são enzimas responsáveis pela conversão do O2
●- em 
peróxido de hidrogênio e oxigênio, sendo também denominadas CuZnSOD (SOD1) e MnSOD 
(SOD2), encontras no citosol e na mitocondria, respectivamente (BARBOSA et al., 2010). 
Embora não tenhamos avaliado a atividade, o conteúdo proteico e a expressão gênica de SOD1 
e SOD2 em nosso modelo foram aumentados, o que difere do encontrado no modelo de Tarry-
Adkins e colaboradores (2010), em que a prole de mães submetidas a dieta com 8% de proteínas 
durante a gestação e lactação tiveram menor expressão de ambas as enzimas nas ilhotas tanto 
aos 3 meses de idade, quanto aos 15 meses. Por outro lado, nossos achados corroboram com os 
de Theys e colaboradores (2009), onde ilhotas da prole de ratos Wistar alimentados com dieta 
hipoproteica (8%), tanto durante a gravidez quanto durante a amamentação, apresentaram 
aumento na expressão de SOD1. Assim, o aumento dessas enzimas antioxidantes justificaria 
uma igual ou menor produção de EROs pelo grupo restrito quando comparado ao controle ao 
final do tratamento, indicando que a restrição de aminoácidos pode ter levado a uma 
reprogramação desta via metabólica e acarretado no desenvolvimento de mecanismos 
compensatórios. 
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As Hsps são uma classe de chaperonas com papel fundamental na manutenção da 
sobrevivência e viabilidade celular sob condições adversas, evitando que proteínas 
desnaturadas formem agregados citoplasmáticos e coloquem em risco a integridade estrutural 
da célula, guiando a reestruturação de proteínas ou as conduzindo à degradação por 
proteossomos (CASTRO et al., 2013). A investigação de sua expressão faz parte de estudos no 
contexto de obesidade e DM (KRAUSE et al., 2015), mas pouco se sabe sobre seu 
comportamento frente a desnutrição. As Hsp70 compõem uma grande família com quatro 
principais representantes, sendo esses a Hsc70 (Hsp73 ou HSPA8, que é constitutivamente 
expressa, presente tanto no núcleo como no citoplasma), a Grp78 (Bip ou HSPA5, localizada 
no retículo endoplasmático), mtHsp (Grp75 ou HSPA9, encontrada no interior das 
mitocôndrias) e Hsp70 (Hsp72 ou HSPA1, induzida pelo estresse) (WANG et al., 2014).  
Considerando a desnutrição como um tipo de estresse, avaliamos a expressão da Hsp70 
após o tratamento de 48h de restrição de aminoácidos e observamos que seu conteúdo proteico 
estava diminuído neste grupo. Sabe-se que, para o aumento da transcrição das Hsps, é 
necessário que a proteína HSF1 esteja desacetilada para se ligar ao HSE (Heat Shock Element) 
no núcleo e que a responsável por esse processo é a SIRT1 (PURWANA et al., 2017). Com 
isso, analisamos a situação da HSF1 e SIRT1 e vimos que embora nosso modelo de restrição 
de nutrientes in vitro não tenha levado a alterações no conteúdo dessas proteínas, houve redução 
no conteúdo de Hsp70. 
Sabendo da relação direta da Hsp70 com elementos da via apoptótica (CASTRO et al., 
2013), nosso próximo passo foi investigar se essa diminuição acarretaria em alterações de 
proteínas envolvidas com a apoptose. Ao analisar a expressão de Bax e Bcl-xL (pró e anti-
apoptóticas, respectivamente), vimos que a razão entre essas duas proteínas estava aumentada, 
o que poderia ser um indicativo de que a dimuição da Hsp70 estaria associada ao aumento de 
Bax, já que menos Hsp estaria se ligando a Bax, o que permitiria que ela fosse translocada para 
mitocôndria e, possivelmente, aumentaria a chance da célula entrar em apoptose. Porém quando 
avaliamos a morte celular por HOPI vimos que a quantidade de células apoptóticas entre os 
grupos não era diferente. 
Mesmo diante da maior ativação da via intrínseca da apoptose, não foi verificado 
aumento da taxa morte celular, pressupondo a maior atividade de uma outra via que 
contrabalance o desequilíbrio caracterizado na via de apoptose celular. Assim, como nossos 
resultados demonstraram aumento na fosforilação da Akt no grupo restrito,  sugerimos que esse 
seria o mecanismo que poderia estar contribuindo para a sobrevivência celular. Para validar 
essa hipótese, as celulas foram tratadas com o inibidor da PI3K (Wortmannin) e avaliou-se a 
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taxa de morte celular e a produção de EROs em ambos grupos experimentais. Foi observado 
que pelo menos parte desse efeito protetor era exercido pela ativação da Akt, já que ao inibir a 
via PI3K/Akt houve maior taxa de morte celular no grupo restrito tratado com Wortmannin 
além de maior produção de EROs (somente no experimento com DHE), situação que se justifica 
pela intensa associação da Akt com controle de proliferação e sobrevivência celular.  
A Akt é considerada forte reguladora da apoptose por ser capaz de inibir proteínas pró-
apoptóticas como a caspase-9 e Bad. A fosforilação de Bad, componente do complexo Bcl-
xL/Bad, leva à dissociação do complexo, inibindo a apoptose (DATTA et al., 1997). Além 
disso, a Akt também é capaz de fosforilar e ativar IκB kinase α (IKKα), um dos reguladores da 
ativação de factor nuclear kappa B (NF-κB), que regula a transcrição de genes que relacionados 
com a sobrevivência celular (DAN et al., 2008), sendo essa também mantida pela fosforilação 
dos fatores de transcrição da família forkhead box protein O (FoxO), já que FoxO regula TNF-
related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), uma proteína pró-apoptótica (ZHANG et al., 
2011). 
Nogueira e colaboradores (2008) observaram que a atividade exacerbada da Akt acaba 
predispondo as células a maior dano causado pela produção excessiva de EROs, enquanto uma 
baixa ativação promove a remoção das EROs e possibilita o correto funcionamento e 
desenvolvimento. Com isso, a literatura mostra que a existência de um balanço na ativação da 
Akt é essencial para o correto funcionamento do metabolismo celular, principalmente com 
relação à proteção contra EROs. 
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CONCLUSÃO 
 
Diante dos resultados apresentados, observamos que a restrição de aminoácidos em 
células INS1-E levou à redução do metabolismo mitocondrial, redução da produção de espécies 
resaivas de oxigênio e ao desbalanço nos mecanismos moleculares relacionados à viabilidade 
celular, que é mantida, possivelmente, através da maior ativação da via PI3K/Akt. 
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